STUDIO SU CELLULE PROGENITRICI ENDOTELIALI DI UNA DISPERSIONE DI NANOPARTICELLE A BASE DI UN DERIVATO DEL CHITOSANO COME VEICOLO DEI POLIFENOLI DELL'UVA by BELARDINELLI, ESTER
  
UNIVERSITÀ DI PISA 
FACOLTÀ DI FARMACIA 
Corso di laurea in CHIMICA E TECNOLOGIE FARMACEUTICHE 
 
Tesi di laurea sperimentale: 
STUDIO SU CELLULE PROGENITRICI ENDOTELIALI DI UNA 
DISPERSIONE DI NANOPARTICELLE A BASE DI UN DERIVATO 
DEL CHITOSANO COME VEICOLO DEI POLIFENOLI DELL’UVA 
 
                                                                                     Candidato: 
                                                                                                 Belardinelli Ester 
 
 
            Relatori:                                                                           
Dott.ssa Ylenia Zambito                                                  
Dott.ssa Francesca Felice  
 
Correlatore: 
Prof.ssa Patrizia Chetoni 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                         
 
      Ai miei genitori e a mio fratello 
 I 
Indice 
CAPITOLO 1 
1. Introduzione……………………………………………….pag.1 
1.1.  Le cellule progenitrici endoteliali……………...pag.1 
1.2.  Metodi di isolamento delle EPC………………pag.3 
1.3.  Fattori che influenzano il numero  
e la vitalità delle EPC………………………………….pag.4 
1.4.  Lo stress ossidativo…………………………....pag.7 
1.5.  Polifenoli e stress ossidativo…………………..pag.8 
1.6.  I polifenoli dell’uva…………………………....pag.10 
1.7.  Le nanoparticelle………………………………pag.12 
 
Introduzione alla parte sperimentale………………………...pag.16 
 
CAPITOLO 2  
2. Materiali e metodi…………………………………………pag.19 
2.1.  Materiali………………………………………...pag.19 
2.2.  Isolamento e crescita delle EPC………………..pag.20 
2.3.  Saggio di vitalità delle EPC……………………pag.21 
2.4.  Produzione intracellulare dei ROS……………..pag.21 
2.5.  Preparazione degli estratti di vinaccioli  
pre-invaiatura vinaccioli vendemmia e bucce…………..pag.22 
2.6.  Determinazione dei polifenoli totali contenuti  
in p-GSE, r-GSE e SE…………………………………..pag.22  
 
 II 
2.7. Determinazione della capacità antiossidante  
di p-GSE, r-GSE e SE…………………………………..pag.23 
2.8. Determinazione quantitativa del resveratrolo  
in p-GSE, r-GSE e SE…………………………………..pag.24 
2.9.  Preparazione delle nanoparticelle………………pag.24 
2.10. Efficienza di incapsulamento di 
p-GSE e r-GSE nelle nanoparticelle…………………….pag.25 
2.11. Incorporazione delle nanoparticelle cariche in  
cellule progenitrici endoteliali…………………………..pag.26 
2.12. Trattamento delle EPC………………………….pag.26 
 
CAPITOLO 3 
3. Risultati…………………………………………………….pag.27 
3.1.  Caratterizzazione di p-GSE, r-GSE e SE………pag.27 
3.2.  Citotossicità di p-GSE, r-GSE e SE……………pag.29 
3.3.  Effetto protettivo di p-GSE, r-GSE e SE  
sulla vitalità delle EPC………………………………….pag.31 
3.4.  Citotossicità delle nanoparticelle……………….pag.33 
3.5.  Efficienza di incapsulamento di p-GSE e r-GSE  
in nanoparticelle………………………………………...pag.33 
3.6.  Effetto protettivo di p-GSE e r-GSE incapsulati  
in NP2 sulla vitalità delle EPC…………………………pag.35 
3.7.  Effetto antiossidante di p-GSE e r-GSE incapsulati 
in NP2 sulla produzione intracellulare dei ROS……….pag.37 
 
 III 
3.8.  Incorporazione delle nanoparticelle cariche  
in cellule progenitrici endoteliali………………………pag.39 
 
CAPITOLO 4 
4. Discussione e conclusioni…………………………………pag.41 
 
Bibliografia……………………………………………………pag.48 
 
Ringraziamenti………………………………………………...pag.50 
 
 
 
                       
 
 1 
 
CAPITOLO 1. 
 
INTRODUZIONE 
 
 
1.1. Le cellule progenitrici endoteliali 
 
Le cellule progenitrici endoteliali (Endothelial Progenitor Cells, EPC) 
sono state descritte per la prima volta da Asahara e collaboratori nel 
1997. Questo primo articolo, a cui è seguita una letteratura sempre più 
vasta, definiva le EPC come cellule circolanti derivanti dal midollo 
osseo, che mostrano un fenotipo endoteliale dopo la coltura e sono 
richiamate ai siti di danno vascolare dove contribuiscono alla 
rivascolarizzazione di aree ischemiche. Questa scoperta dimostrò che 
il processo di vasculogenesi poteva verificarsi, oltre che durante 
l’embriogenesi, anche nell’individuo adulto e portò ad un nuovo 
concetto di neovascolarizzazione post-natale secondo cui la 
vasculogenesi (processo di formazione e maturazione di nuovi vasi 
sanguigni) e l’angiogenesi (sviluppo di un nuovo circolo capillare) 
possono svolgere un ruolo sinergico nel processo di rigenerazione e 
riparazione endoteliale (Asahara et al.,1997). 
Gli studi successivi hanno confermato che le EPC svolgono un 
importante ruolo nell’omeostasi vascolare e sia il loro numero che la 
loro funzionalità possono essere influenzate dalla presenza di fattori di 
rischio cardiovascolari.  
Definizione delle EPC: Le EPC vengono definite come cellule 
mononucleate derivanti da sangue periferico o da midollo osseo, le 
quali aderiscono alle molecole della matrice, come la fibronettina, e 
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sono capaci di proliferare, migrare e differenziare in cellule endoteliali 
mature, ma non ne possiedono ancora le caratteristiche. 
Le EPC sono caratterizzate dalla duplice positività sia al legame della 
lectina che all’incorporazione di lipoproteine acetilate a bassa densità 
(acLDL) (Asahara et al.,1997). Inoltre, sono state definite come 
cellule positive sia ai marcatori di cellule staminali ematopoietiche, 
come CD34, sia ad un marcatore proteico endoteliale, come VEGFR2. 
Poichè il CD34 è espresso a bassi livelli anche su EC mature, studi 
successivi hanno utilizzato marcatori di cellule staminali 
ematopoietiche immature, come il CD133, conosciuto anche come 
prominina. Le EPC durante la maturazione e la differenziazione 
perdono l’espressione del CD133. Tale perdita riflette la 
trasformazione delle EPC in cellule endoteliali mature. Ad oggi non si 
sa ancora a che livello le EPC iniziano a perdere il marcatore CD133; 
molto probabilmente ciò avviene durante la migrazione dal midollo al 
circolo sistemico, oppure più tardi durante la loro circolazione nel 
torrente ematico. 
Sulla base di quanto detto, le EPC possono essere 
approssimativamente suddivise in tre classi collegate tra loro. Una 
classe è rappresentata dalle EPC che derivano dall’emangioblasto, 
positive per CD133/CD34/VEGFR2. 
Le EPC primarie sono rappresentate dalle cellule derivanti dal midollo 
osseo ed entrate subito dopo nel torrente circolatorio. Esse presentano 
una forma affusolata e fenotipo CD133
+/-
/ 
CD34
+
/VEGFR2
+
/CD31
+
/CD14
-
/ VE-caderine
-
/ eNOS
-
 ed una limitata 
capacità proliferativa, con un picco di crescita in coltura a 2-3 
settimane e successiva morte alla 4 settimana di coltura. 
Le EPC tardive invece presentano fenotipo CD133
-
/CD34
+
/ 
VEGFR2
+
/ CD31
+
/ VE-caderine
+
/ eNOS
+
 e cominciano ad esprimere 
il fattore di von Willebrand. Queste cellule compaiono dopo 2-3 
settimane di coltura e presentano una maggiore capacità proliferativa 
fino a 12 settimane. 
La scoperta dell’espressione del marcatore mielo-monocitico CD14 su 
EPC circolanti ha confermato l’ipotesi dell’esistenza di un precursore 
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comune per gli angioblasti e per le cellule ematopoietiche. Gli studi 
infatti dimostrano che l’infusione di cellule mononucleate CD34-
/CD14
+
 derivanti da midollo osseo sono capaci anch’esse di 
differenziare in un fenotipo endoteliale. A riprova di ciò abbiamo 
anche l’aspetto funzionale delle EPC: esse mostrano alcune proprietà 
tipiche sia delle cellule ematopoietiche sia delle cellule endoteliali. Un 
importante aspetto funzionale delle EPC è la loro capacità di dare 
origine ad unità formanti colonie (CFU), una proprietà tipica delle 
cellule di origine ematopoietica. Esse mostrano anche alcune 
caratteristiche funzionali tipiche delle cellule endoteliali, tra cui la 
capacità di formare vasi capillari e produrre Ossido Nitrico (NO).  
 
 
1.2. Metodi di isolamento delle EPC 
 
L’isolamento e la differenziazione delle EPC da sangue periferico 
hanno grande importanza per il loro studio e per la potenziale 
applicabilità in aree quali la neovascolarizzazione terapeutica, la 
riparazione vascolare e l’ingegneria tissutale. 
I classici metodi di isolamento utilizzati sono due. Il primo prevede 
l’uso di colture a breve termine (4-7 giorni) di cellule mononucleate 
totali ottenute da sangue periferico (PBMC) in seguito a 
centrifugazione su gradiente di densità e successiva semina su piastre 
Petri rivestite con fibronettina (Hristow et al., 2003). 
Il secondo prevede l’uso di microsfere magnetiche coniugate ad 
anticorpi anti-CD133 o anti-CD34 per la selezione di cellule 
progenitrici attraverso i loro marcatori di superficie. Dopo 
l’isolamento, le cellule vengono coltivate in mezzo supplementato con 
specifici fattori di crescita, tra cui VEGF, estratto di cervello bovino, 
fattore di crescita epidermico (EGF), che facilitano il differenziamento 
in cellule endoteliali mature. Dopo l’iniziale adesione in vitro le 
cellule cominciano a perdere le loro caratteristiche di progenitrici ed 
iniziano a differenziare in un fenotipo endoteliale. 
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I due metodi sopra citati possiedono la stessa efficienza di isolamento, 
ma la tecnica maggiormente utilizzata nei laboratori di ricerca è quella 
che prevede l’uso di sangue intero, poiché è una tecnica semplice e 
poco costosa rispetto alla seconda. 
 
 
1.3. Fattori che influenzano la mobilizzazione e il numero 
delle EPC circolanti 
 
Il numero e le attività funzionali delle EPC influenzano il 
mantenimento delle funzioni endoteliali e la neovascolarizzazione 
postnatale. Infatti in presenza di disfunzione endoteliale le EPC vanno 
ad incorporarsi nell’area del danno vascolare e differenziandosi 
forniscono cellule endoteliali per la crescita dei nuovi vasi. Esse 
vanno inoltre a stimolare fattori di crescita che attivano le cellule 
vicine. 
La loro mobilizzazione dal midollo osseo è un processo complesso, 
regolato da diversi enzimi, fattori di crescita e recettori di superficie. 
Le cellule presenti nelle zone ischemiche rispondono al danno 
tissutale rilasciando fattori di crescita e citochine che promuovono il 
reclutamento delle EPC. Questa risposta è principalmente regolata dai 
fattori di trascrizione indotti dall’ipossia (HIF). Nelle cellule 
endoteliali ipossiche HIF-1 induce l’espressione del fattore 1 derivante 
dalle cellule dello stroma (SDF-1) che a sua volta si lega ai recettori 
CXCR4 presenti sulle EPC circolanti inducendo aumento della loro 
migrazione, adesione ed homing ai tessuti ischemici. Uno dei 
principali mediatori della mobilizzazione delle EPC regolato da HIF-1 
è il VEGF. Questo mediatore, insieme all’ossido nitrico sintasi 
endoteliale (eNOS) espressa dalle cellule staminali del midollo osseo, 
va ad attivare la MMP-9. Questo rappresenta il primo step del 
reclutamento delle cellule progenitrici dalle nicchie del midollo osseo. 
Recenti studi, infatti, hanno dimostrato che in topi eNOS
-
 e MMP-9
-/-
 
la mobilizzazione delle EPC indotta da VEGF è notevolmente ridotta. 
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Studi correlativi hanno dimostrato che il numero e le attività 
funzionali delle EPC sono inversamente influenzate dai fattori di 
rischio cardiovascolare come fumo, ipertensione, iperlipidemia, 
 6 
diabete ed età, tra soggetti apparentemente sani e pazienti con 
patologie cardiovascolari (Vasa M. et al., 2001). 
Nei soggetti diabetici l’iperglicemia induce una diminuzione della 
produzione di NO e dell’attività delle MMP-9 che provocano effetti 
negativi sulle EPC quali ridotta capacità proliferativa, di adesione e 
incorporazione nelle strutture vascolari. Si ha invece un’accelerazione 
della senescenza delle EPC per attivazione della proteina chinasi p38. 
Inoltre gli studi dimostrano che l’esposizione a eccessivi livelli di 
glucosio induce la produzione delle specie reattive dell’ossigeno 
(ROS) con conseguente stress ossidativo. Allo stress ossidativo 
concorre anche una diminuzione dei livelli di antiossidanti come la 
vitamina C ed E. Nonostante alcuni studi abbiano dimostrato che le 
EPC hanno un profilo di enzimi antiossidanti particolarmente ricco 
rispetto ad altri fenotipi cellulari, l’eccessiva produzione di ROS 
dovuta all’iperglicemia può portare ad un depauperamento di questi 
enzimi con conseguente apoptosi cellulare e ridotta capacità sia angio- 
sia vasculogenica di queste cellule. 
L’età sembra influenzare sia la disponibilità sia le funzioni delle EPC. 
La ridotta mobilizzazione delle cellule progenitrici con l’età può 
essere dovuta a difetti nelle nicchie delle cellule staminali del midollo 
osseo e nella produzione di chemochine (responsabili appunto del 
reclutamento di elementi mononucleati durante lo sviluppo di una 
lesione aterosclerotica vascolare) e citochine angiogeniche. Inoltre con 
l’età si ha una diminuzione dei livelli di produzione di VEGF e NO, i 
quali agiscono sinergicamente nella mobilizzazione, migrazione, 
proliferazione e sopravvivenza di queste cellule. 
Altri fattori, al contrario, sono associati all’aumento e alla 
mobilizzazione delle EPC come l’infarto acuto del miocardio e 
l’infarto dell’arto. I traumi vascolari come l’impianto di by-pass, 
inducono la mobilizzazione delle EPC in modo rapido ma transitorio. 
Anche gli estrogeni inducono un aumento del numero delle EPC 
tramite vari meccanismi: un meccanismo e-NOS dipendente;aumento 
dell’attività delle telomerasi  e incremento della secrezione di VEGF. 
Infine agenti farmacologici come le statine e gli inibitori dell’enzima 
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di conversione dell’angiotensina (ACE-inibitori) contrastano la 
riduzione del numero e delle attività funzionali delle EPC. 
 
 
 
1.4. Lo stress ossidativo 
 
Il termine “stress ossidativo” indica l’insieme delle alterazioni che si 
producono nei tessuti, nelle cellule e nelle macromolecole biologiche 
allorchè queste rimangono esposte ad un eccesso di agenti ossidanti, 
sia endogeni (ad es. quelli prodotti da cellule infiammatorie) che 
esogeni (tra i quali numerosi tossici ambientali). Un corretto 
bilanciamento tra le sostanze ossidanti ed antiossidanti (il cosiddetto 
equilibrio redox) è essenziale per tutta una serie di funzioni 
fisiologiche, in quanto numerose proteine coinvolte nella catena di 
trasduzione intracellulare dei segnali (recettori, chinasi e fosfatasi, 
fattori di trascrizione) sono sensibili ad alterazioni di tale equilibrio. 
Alterazioni di minore entità hanno solitamente un significato 
fisiologico, o meglio di modulazione, mentre gli squilibri maggiori 
finiscono facilmente per produrre disfunzioni, danno cellulare, 
apoptosi o necrosi. Le sostanze ossidanti sono rappresentate dai ROS 
che sono il risultato di successive riduzioni monoelettriche fino alla 
completa riduzione dell’ossigeno ad H2O e possono essere suddivise 
in due categorie: 
-i radicali liberi dell’ossigeno (O2
.-
 e OH
.
), che contengono un 
elettrone spaiato 
- le specie non radicaliche (ad es. H2O2). 
Queste molecole sono caratterizzate dall’avere una elevata reattività 
chimica che le rende altamente instabili e in grado di ossidare le 
catene idrocarburiche degli acidi grassi insaturi, i residui aminoacidici 
delle proteine, i carboidrati e le basi azotate degli acidi nucleici. La 
perossidazione dei lipidi si ha al livello degli acidi grassi polinsaturi, 
contenuti in elevate concentrazioni nei fosfolipidi delle membrane 
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cellulari. Il processo consiste in una serie di reazioni a catena in cui gli 
acidi grassi insaturi dei fosfolipidi di membrana si trasformano 
progressivamente in radicali liberi (L
.
), radicali perossidi (LOO
.
) e 
perossidi lipidici (LOOH). Questi ultimi possono decomporsi 
facilmente in diverse specie quali alcossidi lipidici (LO
.
), aldeidi, 
alcani, epossidi lipidici ed alcool. Stesse modificazioni possono essere 
subite dal colesterolo. Tali processi degenerativi fanno sì che le 
membrane cellulari diventino rigide perdendo così la loro fluidità e la 
loro funzione di permeabilità selettiva. Per quanto riguarda le 
proteine, le reazioni ossidative provocate dai radicali liberi hanno 
come conseguenza la proteolisi o la loro aggregazione. Sono state 
osservate una variazione del punto isoelettrico (causato 
dall’ossidazione dei gruppi –R degli aminoacidi mediante 
carbonilazione) e una alterazione del peso molecolare (dovuta alla 
formazione di legami intramolecolari o alla scissione della proteina in 
frammenti peptidici). Nel caso degli acidi nucleici, le alterazioni 
ossidative inibiscono irreversibilmente i processi di trascrizione, 
traduzione e replicazione del DNA portando alla prematura 
senescenza e alla morte cellulare (Cohen R., Tong X, 2010). 
Da quanto sopra esposto si evince che gli effetti dei ROS possono 
essere estremamente gravi; lo stress ossidativo è infatti coinvolto in 
numerose patologie come ipertensione, diabete, aterosclerosi, 
pancreatite acuta, enfisema, anemia falciforme, invecchiamento, 
rappresentando un importante fattore di rischio cardiovascolare. 
 
 
1.5. Polifenoli e stress ossidativo 
 
L’organismo umano possiede dei sistemi di difesa estremamente 
efficaci che permettono di neutralizzare i ROS e di bloccare la loro 
attività ossidante. Gli antiossidanti endogeni si possono classificare, 
secondo un criterio di sequenza temporale di azione, in antiossidanti 
primari o enzimatici e antiossidanti secondari o non enzimatici. Alla 
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classe degli antiossidanti enzimatici appartengono una vasta gamma di 
enzimi che trasformano le specie radicaliche in sostanze innocue per 
la cellula. Le principali sono la Superossido dismutasi (SOD), la 
Glutatione perossidasi (GSHPx), la Glutatione reduttasi (GSSG-Red) 
e la Catalasi. Gli antiossidanti non enzimatici hanno la funzione di 
implementare le difese antiossidanti ripristinando, per esempio, il pool 
dei tioli oltre ad agire di per sé come scavenger dei radicali liberi. Tra 
di essi troviamo il GSH ed il coenzima Q. 
Molte volte i sistemi antiossidanti endogeni non bastano a far fronte 
allo stress ossidativo presente nell’organismo. Entrano così in gioco i 
polifenoli, composti presenti in varie piante che hanno capacità 
antiossidanti (Quideau S. et al., 2011). Esistono tre classi di polifenoli: 
1) Le proantocianidine (tannini condensati) come procianidine, 
prodelfinidine e profisetinidine; 
2) I gallo- e ellagitannini (tannini idrolizzabili), derivati dal 
metabolismo del derivato scichimato dell’acido gallico; 
3) I florotannini che si trovano nelle alghe bruno-rossastre (Rif.). 
I polifenoli agiscono come scavengers dei ROS e come chelanti di 
metalli ionici quali Fe
2+
/Cu
+
 e Fe
3+
/Cu
2+
 che sono coinvolti nella 
conversione di O2
-.
 e H2O2 nella specie altamente aggressiva OH
.
. Essi 
bloccano inoltre l’azione di alcuni enzimi responsabili della 
generazione di O2
-.
 come la xantina ossidasi e la proteina chinasi C e 
vanno a rigenerare altri potenti antiossidanti come l’ a-tocoferolo. I 
principali meccanismi di azione sono due. Il primo è basato sulla 
capacità del gruppo funzionale fenolo di donare un atomo di idrogeno 
al radicale libero R
.
, come i radicali perossidi LOO
.
 generati durante la 
per ossidazione lipidica (LH→L. ; poi L. + O2→LOO
.
). Il 
trasferimento dell’atomo di idrogeno fa sì che il composto 
antiossidante (ArOH) diventi a sua volta un radicale libero 
ArO
.
(ArOH + LOO
.→ArO. + LOOH). L’efficienza dell’azione 
antiossidante dipende dalla rapidità di trasferimento dell’atomo di 
idrogeno sul radicale e dalla stabilità del risultante radicale fenossido 
ArO
.
, il quale non dovrebbe reagire né con LOOH né con il substrato 
LH chiudendo così la reazione di propagazione radicalica a catena. La 
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facilità di formazione e la stabilità di ArO
.
 sono fortemente dipendenti 
dalle caratteristiche strutturali del composto ArOH di partenza. I più 
importanti fattori determinanti sono la presenza, il numero e la relativa 
posizione dei gruppi idrossifenolici, la loro implicazione nella 
formazione di legami idrogeno intramolecolari e la possibilità di 
delocalizzare la carica elettrica per tutta la molecola. Questi fattori 
influenzano l’energia di dissociazione del legame O-H: più debole è il 
legame, più facilmente sarà trasferito l’atomo di idrogeno. 
Il secondo meccanismo consiste nel trasferimento di un singolo 
elettrone dal composto antiossidante ArOH al radicale libero R
.
 con la 
conseguente formazione di un radicale catione stabile ArOH
.+
. Il 
potenziale di ionizzazione di ArOH è quindi un importante parametro 
chimico-fisico nella valutazione dell’efficacia antiossidante dei 
polifenoli. 
 
 
1.6. I polifenoli dell’uva: caratteristiche e proprietà. 
 
I polifenoli presenti nell’acino d’uva hanno diversa natura a seconda 
della loro localizzazione all’interno della bacca e del grado di 
maturazione dell’uva. Nella buccia si trovano principalmente 
antociani i quali conferiscono il colore; nei vinaccioli si trovano 
principalmente i tannini condensati (proantocianidine); nella polpa si 
trovano invece gli acidi fenolici. 
Come accennato, lo stadio di maturazione incide profondamente sulla 
composizione polifenolica della bacca. Da un punto di vista generale, 
dal periodo dell’invaiatura (momento in cui ha inizio la maturazione 
del frutto nel quale si osserva il viraggio di colore della bacca dal 
verde al giallo o al rosso-nero) fino alla maturazione tecnologica 
(definita in base al rapporto zuccheri/acidità totale) la buccia si 
arricchisce di composti fenolici. Gli antociani compaiono 
all’invaiatura e si accumulano durante tutta la maturazione 
raggiungendo la massima concentrazione in corrispondenza della 
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maturità tecnologica. Durante la maturazione, nella buccia aumenta 
anche la concentrazione di tannini con andamento analogo a quello 
degli antociani; questi tannini hanno delle strutture più complesse 
rispetto a quelli dei vinaccioli e sembra che vengano progressivamente 
inattivati. I tannini presenti nei vinaccioli sono proantocianidine. Nel 
corso della maturazione diminuisce la loro concentrazione nel 
vinacciolo e aumenta il loro grado di polimerizzazione. I tannini sono 
reattivi nei confronti delle proteine ma l’affinità che hanno verso di 
esse dipende dalle loro dimensioni molecolari: se le molecole tanniche 
sono troppo grandi non riescono a penetrare all’interno della struttura 
proteica; se sono invece troppo piccole, riescono sì a penetrare, ma 
non sono in grado di formare legami stabili.  
 
 
 
 
I polifenoli dell’uva hanno importanti benefici sullo stress ossidativo 
inclusa l’inibizione dell’ infiammazione, inibizione dell’ossidazione di 
LDL e protezione di cellule e tessuti dal danno ossidativo (Choi S. et 
al., 2012). Queste proprietà benefiche derivano dal fatto che i 
polifenoli dell’uva sono potenti scavengers dei ROS in particolar 
modo le proantocianidine. Le principali proantocianidine polimeriche 
sono la catechina, l’epicatechina, l’epicatechina gallato e la 
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procianidina B2. Quest’ultima ha mostrato di avere la più alta 
efficienza di intrappolamento dei radicali liberi. La loro capacità 
antiossidante dipende dalla loro struttura molecolare come la 
posizione dei gruppi idrossilici. Il meccanismo di azione è lo stesso 
illustrato nel paragrafo precedente ossia il trasferimento di un atomo 
di idrogeno sul radicale perossido (PPH + ROO
.→PP. + ROOH). Il 
radicale fenossido prodotto (PP
.) può essere stabilizzato dall’ulteriore 
donazione di un atomo di idrogeno e formazione di chinoni;oppure si 
può avere la reazione con un altro radicale (compreso il radicale 
fenossilico) per generare nuovi componenti. Il consumo a lungo 
termine di GSE ha dimostrato benefici cardiovascolari in modelli 
animali che includono la riduzione delle trombosi e migliore flusso 
sanguigno. Questi effetti sono probabilmente dovuti alla stimolazione 
del rilascio di NO. L’assunzione di GSE provoca inoltre effetti 
antiossidanti indiretti come inibizione della NADPH ossidasi e la 
riduzione dell’apoptosi cellulare mediata dai ROS. 
 
 
1.7. Le nanoparticelle. 
 
Molti nutraceutici (come i polifenoli dell’uva sopra citati) e anche 
alcuni farmaci, nonostante abbiano benefici comprovati, sono limitati 
nel loro effetto terapeutico a causa di fattori avversi come per esempio 
la stabilità all’attività biologica nei tessuti dell’organismo e la 
biodisponibilità in vivo; spesso infatti questi fattori risultano essere 
troppo bassi. Per superare questi svantaggi, le ricerche si sono 
focalizzate sullo sviluppo di sistemi di trasporto nanoparticellari. Le 
nanoparticelle infatti, con forme e dimensioni altamente controllate, 
riescono ad aumentare la biodisponibilità di un farmaco che ha un 
assorbimento scarso. Inoltre esse sono abili nell’oltrepassare le 
barriere biologiche. 
Le nanoparticelle, come indica il nome, hanno dimensioni al di sotto 
dei 1000 nm; una delle caratteristiche fondamentali è che devono 
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essere biodegradabili. Esse possono essere preparate con polimeri 
differenti. Ad oggi si utilizzano polimeri di origine sintetica, polimeri 
di origine naturale o la loro combinazione. Tra i polimeri di origine 
sintetica usati per la preparazione di nanoparticelle troviamo ad 
esempio il polimetilmetaacrilato (PMMA), la poliacroleina, i 
polialchilcianoacrilati. 
Le nanoparticelle di polimetilmetaacrilato (PMMA) hanno una 
biodegradabilità lenta, per cui possono essere adatte per vaccini per 
prolungata immunizzazione. Queste vengono preparate con due 
metodi: 
1) Una soluzione acquosa di metilmetaacrilato e farmaco viene 
irradiata con raggi ϒ: si ha in questo modo una polimerizzazione 
radicalica con formazione di nanoparticelle polimeriche. 
2) Una soluzione acquosa di metilmetaacrilato e farmaco contenente 
un iniziatore radicalico (persolfato di ammonio) viene riscaldata 
ad una temperatura superiore a 75°C. Il PM del PMMA e le 
dimensioni delle nanoparticelle che si ottengono aumentano con la 
concentrazione del monomero. A parità di temperatura e di 
concentrazione del monomero, aumentando la concentrazione 
dell’iniziatore, aumenta il numero di radicali di nucleazione e 
diminuisce il PM. 
Possono essere presenti antigeni o altri agenti biologici per realizzare 
il direzionamento (targeting) purchè siano resistenti alla 
polimerizzazione. Con metodo analogo vengono preparate 
nanoparticelle di Poliacrilammide. 
Le nanoparticelle di Polialchilcianoacrilati hanno invece una 
biodegradazione rapida, in modo che l’eliminazione dall’organismo 
sia entro pochi giorni. Vengono preparate con il seguente metodo: il 
monomero viene disperso in un mezzo acquoso sotto vigorosa 
agitazione.  
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La reazione è catalizzata dagli ioni ossidrilici presenti nell’ H2O2: 
 
OH
-
 + CH2=CCNCOOR → OH−CH2−CCNCOOR− + 
CH2=CCNCOOR → /\/\/\/CH2−CCNCOOR− 
 
La polimerizzazione è molto rapida; per questo motivo per far formare 
le nanoparticelle occorre dare importanza alla reazione di termine. 
L’accrescimento della catena termina tramite l’addizione di HX: 
 
/\/\/\/CH2−CCNCOOR− + H
+
 → /\/\/\/CH2−CHCNCOOR 
 
Se il pH della reazione è acido , la reazione di termine acquista 
importanza. Se il PM è basso le nanoparticelle che si ottengono sono 
molto morbide e tendono ad agglomerarsi perciò è necessario uno 
stabilizzante. I farmaci presenti in soluzione acquosa vengono 
inglobati durante la polimerizzazione. Farmaci basici possono 
rimanere legati alla catena polimerica tramite legami covalenti. Se ciò 
si vuole evitare , i farmaci vengono introdotti dopo la 
polimerizzazione mediante processo di ripartizione: le nanoparticelle 
si immergono nella soluzione di farmaco che per ripartizione entra 
all’interno. Questo tipo di nanoparticelle possono essere fatte anche in 
forma di nano capsule per polimerizzazione interfacciale: monomero e 
farmaco vengono solubilizzati in olio ed etanolo e la soluzione viene 
aggiunta lentamente ad una fase acquosa contenente tensioattivi. La 
biodegradazione avviene per idrolisi del gruppo estereo in modo che 
l’acido risultante si degradi; dunque le nanoparticelle si degradano 
gradualmente per erosione superficiale. 
Per quanto riguarda le nanoparticelle di poliacroleina la 
polimerizzazione viene fatta per irragiamento con raggi ϒ in mezzo 
acquoso o viene fatta in ambiente alcalino per controllare le 
dimensione. Vari ligandi come proteine, enzimi ed anticorpi possono 
essere legati al polimero con legami covalenti in quanto il gruppo 
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alchilico può reagire con gruppi funzionali ammidici con formazione 
di basi di Shiff. 
Nanoparticelle di albumina sono state utilizzate invece per effettuare il 
targenting fisico introducendo nelle particelle una sostanza ferro 
magnetica. 
Nanoparticelle di gelatina, sieroalbumina di bue, caseina, etilcellulosa 
e HSA (Human Serum Albumin) sono state preparate da soluzioni di 
questi polimeri per desolvatazione. Questa può avvenire per 
cambiamenti di carica, pH o per aggiunta di agenti desolvatanti come 
etanolo, solfato di sodio o di ammonio. I farmaci possono essere legati 
a dei siti sulle proteine. Le nanoparticelle possono essere ottenute per 
reticolazione dei polimeri mediante aldeide glutarica.   
Tra i polimeri di origine naturale il più utilizzato è il chitosano 
(Chaudhury A., Surajit Das., 2011). Il chitosano è un polimero 
biodegrabile sintetizzato per deacetilazione alcalina della chitina. Esso 
è stato utilizzato per la preparazione di micro e nanoparticelle come 
veicolo di vari agenti farmacologici quali peptidi, vaccini, geni e 
piccole molecole. Le molteplici proprietà del chitosano quali 
versatilità chimica, mucoadesività, buona capacità di promuovere la 
permeazione di farmaci attraverso gli epiteli, bassa tossicità, capacità 
di controllare il rilascio di agenti terapeutici ne fanno infatti un 
candidato ideale per la fabbricazione delle NP. 
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INTRODUZIONE ALLA PARTE SPERIMENTALE 
 
Nel mondo occidentale la principale causa di morte è rappresentata 
dalle patologie cardiovascolari (CVD). I fattori responsabili della 
disfunzione endoteliale sono molteplici: elevati livelli di LDL 
(lipoproteine a bassa densità) ossidate, radicali liberi (ROS), 
ipertensione, tossine derivanti da fumo e combinazione di questi. 
Gradualmente la disfunzione endoteliale promuove la proliferazione 
delle cellule muscolari lisce della parete dei vasi sanguigni, 
l’aggregazione piastrinica, adesione dei monociti e  fibrinolisi che 
portano alla formazione di placche aterosclerotiche. 
Recenti studi hanno dimostrato che il processo di angiogenesi non è 
dovuto soltanto a cellule che si trovano già nel sito vascolare o 
miocardico danneggiato, ma è dovuto a cellule derivanti da midollo 
osseo. Queste cellule denominate “cellule progenitrici endoteliali” 
(EPC) vengono mobilitate dal midollo osseo ed entrano nel circolo 
sanguigno per contribuire significativamente alla 
neovascolarizzazione (Asahara et al., 1997). Nel caso di patologie 
coronariche, ipertensione, diabete ed in pazienti con elevato rischio di 
patologie cardiovascolari, è stato visto che  il numero e la funzionalità 
di queste cellule è ridotto (Vasa M. et al., 2001). 
Per questo motivo si stanno adottando delle strategie che possano 
migliorare il numero e la vitalità delle EPC. 
A seguito dell’osservazione del fenomeno conosciuto come paradosso 
francese, sono stati fatti innumerevoli studi sulle proprietà benefiche 
del vino rosso. È stato mostrato che i polifenoli in esso presenti hanno 
capacità antiossidanti. Essi contribuiscono alla prevenzione della 
disfunzione endoteliale incrementando l’espressione dell’ossido 
nitrico sintasi endoteliale (eNOS) e inibendo le LDL. A basse dosi il 
vino rosso mostra effetto proangiogenico nella neovascolarizzazione 
post-inchemica. Inoltre, studi più recenti hanno dimostrato che 
l’assunzione di vino rosso aumenta il numero e la funzionalità delle 
EPC circolanti (Balestrieri M.L et al., 2008). Purtroppo l’alcol etilico 
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presente nel vino rosso non ha attività antiossidante e va a limitare le 
capacità benefiche dei polifenoli. Il consumo di alcol infatti aumenta 
l’incidenza di cardiomiopatie, ipertensione e ictus. Sembra inoltre che 
l’alcol acceleri il processo di degradazione dei polifenoli. La presenza 
dell’alcol è quindi un grosso svantaggio che limita l’utilizzo del vino 
rosso per le sue azioni benefiche; infatti la quantità di vino, necessaria 
per provvedere l’organismo di una dose di polifenoli adeguata, è 
troppo alta per evitare l’effetto dannoso dell’alcol (K.K. Rocha et al., 
2011). 
Per evitare questo svantaggio si è pensato di studiare e utilizzare gli 
acini d’uva come fonte di polifenoli. In particolare è stato prestato 
interesse alle bucce e ai vinaccioli dell’uva. I polifenoli presenti in 
elevate quantità sono soprattutto tannini e antociani, in proporzioni 
differenti nelle bucce e nei vinaccioli in dipendenza soprattutto dello 
stadio di maturazione (Choi S. et al., 2012). 
La dose e la biodisponibilità dei polifenoli dell’uva influiscono 
significativamente la loro efficacia in vivo. La biodisponibilità è 
differente tra i polifenoli in quanto dipende dalla loro struttura che 
include il grado di glicosilazione, le dimensioni molecolari, il livello 
di coniugazione con gli altri polifenoli. Spesso essi subiscono 
metabolismo al livello intestinale prima di essere assorbiti; in generale 
infatti solo gli agliconi e alcuni glicosidi possono essere assorbiti, 
mentre gli esteri, la maggior parte dei glicosidi e i polimeri vengono 
idrolizzati dagli enzimi intestinali o dalla microflora del colon. 
In questo lavoro si è scelto come veicolo dei polifenoli le 
nanoparticelle costituite da polimero. Si è pensato infatti che le 
piccole dimensioni del veicolo in sinergia con la mucoadesività del 
polimero possano facilitare enormemente l’assorbimento intestinale; 
inoltre le nanoparticelle possono essere sia un valido trasportatore per 
introdurre i polifenoli nelle cellule di nostro interesse, sia una 
protezione contro la degradazione di questi composti.  
La scelta del polimero di base è ricaduta su un derivato del Chitosano 
(Ch). Il chitosano è stato scelto per le sue molteplici proprietà quali 
bassa tossicità, mucoadesività e versatilità chimica per formarne dei 
 18 
derivati (Chaudhury A., Surajit Das., 2011). Il chitosano non 
modificato si ottiene per deacetilazione alcalina del polisaccaride 
naturale chitina, il quale è un polimero formato monomeri di 2-
acetamido-2-deossi-D-glucopiranosio uniti da legami β-(1-4) e 
derivante dal guscio dei crostacei marini come per esempio granchi e 
gamberi. I derivati utilizzati in questo lavoro hanno la struttura di 
coniugati ammonici quaternari (rN
+
-Ch). I coniugati hanno piccole 
catene pendenti costituite da gruppi di dietil-dimetilen-ammonio 
sostituiti sul gruppo amminico primario delle unità ripetitive del 
chitosano. È ormai evidente l’abilità di questi coniugati di promuovere 
la permeazione sia di molecole idrofobe che idrofile attraverso 
differenti epiteli, ossia, mucosa buccale porcina, cornea di coniglio e 
digiuno del ratto. Essi promuovono la penetrazione transepiteliale sia 
per via transcellulare che per via paracellulare. I coniugati rN
+
-Ch 
sono stati poi tiolati cioè sono stati inseriti sul polimero dei gruppi SH 
per formare derivati rN
+
-Ch-SH (Zambito Y. et al., 2009). La scelta di 
inserire questi gruppi è stata fatta per rendere le nanoparticelle stabili 
per periodi lunghi: durante la preparazione delle nanoparticelle infatti 
si dovrebbero formare ponti di solfuro tra i gruppi SH che dovrebbero 
garantire il mantenimento della forma e delle dimensioni 
nanoparticellari. 
Sulla base di quanto detto gli obiettivi di questo lavoro sono i 
seguenti: 
- dimostrare l’effetto antiossidante dei polifenoli contenuti in bucce 
e vinaccioli dell’uva sulle cellule EPC; 
- dimostrare che le nanoparticelle sono buoni trasportatori di questi 
polifenoli all’interno delle EPC; 
- dimostrare come i polifenoli incapsulati in nanoparticelle 
migliorino la funzionalità e il numero delle EPC. 
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                   CAPITOLO 2 
 
MATERIALI E METODI 
 
 
2.1. Materiali 
 
Il reagente di Folin-Ciocalteau, la TPTZ, il cloruro ferrico (FeCl3) e 
tutti i comuni reagenti chimici di laboratorio sono stati acquistati dalla 
Sigma-Aldrich. 
La fluoresceina isotiocianato deriva da Fluka e il CM-H2DCFDA da 
Molecular Probes. Il DAPI e le fibronettina derivano da Invitrogen e il 
WST-1 da Roche. 
Il mezzo basale EBM2 e le singole aliquote sono stati acquistati da 
Lonza. 
I polimeri utilizzati per preparare le nanoparticelle sono stati ottenuti 
nel nostro laboratorio a partire da Ch FG90 (Chito-clear, Primex, 
Drammen, Norway). Ch FG90 è stato prima depolimerizzato (sigla, 
rCh-HCl), poi fatto reagire con dietilamminoetilcloruro mantenendo la 
temperatura della reazione a 50°C oppure a 60°C per dare rN
+
-Ch-50 
e  rN
+
-Ch-60, rispettivamente. rN
+
-Ch-50 ha un grado di sostituzione 
con la catena laterale contenente gruppi ammonici quaternari adiacenti 
(GS) di 26.4  7.0% e una lunghezza della catena laterale (n) di 3.8 ± 
0.3. Mentre rN
+
-Ch-60 ha un GS di 55.3  3.2% ed n pari a 2.1  0.1. 
I derivati rN
+
-Ch-50 e rN
+
-Ch-60 sono stati poi sottoposti a reazione 
di tiolazione per dare i derivati rN
+
-Ch-50-SH e rN
+
-Ch-60-SH, 
rispettivamente. Il grado di sostituzione con gruppi tiolici è risultato 
2.8  1.2% per rN+-Ch-50-SH e 1.4  0.7% per rN+-Ch-60-SH. 
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Come reticolante delle NP è stato utilizzato acido ialuronico 
(Contipro, Dolní Dobrouč, Czech Republic) depolimerizzato nel 
nostro laboratorio (sigla, rHA). 
 
 
2.2. Isolamento e crescita delle EPC 
 
Le EPC sono state isolate da PBMC ottenute da donatori sani, di sesso  
maschile al di sotto dei 40 anni. Le PBMC sono state isolate tramite 
centrifugazione su gradiente di densità su Lymphoprep (densità = 
1.077 g/mL) a 400 g per 30 minuti a temperatura ambiente e 
sottoposte a cicli di lavaggio con PBS (tampone fosfato pH 7.4) e 
centrifugate a 1500 g per 10 minuti a temperatura ambiente. Le cellule 
sono state quindi piastrate in piastre da 96 pozzetti (96-wells) rivestite 
di fibronettina e mantenute in mezzo di coltura (EBM2) completo, 
composto da: fattore di crescita endoteliale umano (EGF, 0,1%), 
idrocortisone (0,04 %), fattore di crescita insulino simile (IGF, 0,1%) 
fattore di crescita dei fibroblasti (FGF, 0,4%), fattore di crescita 
endoteliale vascolare (VEGF, 0,1%), antibiotici (gentamicina e 
ampicillina, 0,1%), acido ascorbico (0,1%) e 5% di siero fetale 
bovino. Le cellule sono state coltivate in atmosfera umidificata a 37°C 
con 5% di CO2. Dopo 3 giorni di coltura, le cellule che non hanno 
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aderito, sono state rimosse tramite lavaggio con PBS e le cellule 
rimaste adese sono state sottoposte ai diversi trattamenti. 
 
 
2.3. Saggio di vitalità delle EPC. 
 
La vitalità cellulare è stata valutata mediante saggio con WST-1, 
basato sulla rottura dei sali di tetrazolio (WST-1,4-(3-(4-iodofenil)-2-
(4-nitropenil)-2H-5-tetrazolio)-1,3-benzene disolfonato) da parte della 
deidrogenasi mitocondriale in cellule vive. Dopo il trattamento le 
cellule vengono incubate per 4 ore con WST-1 (10 µl per pozzetto) a 
37°C e CO2 al 5%. Dopo le 4 ore, al livello qualitativo, si osserva 
l’avvenuta reazione grazie al viraggio di colore dal rosa-rosso al 
giallo-arancio. Per un’analisi quantitativa dei composti che si sono 
formati, è stata misurata la densità ottica a 450 nm con l’uso di un 
lettore multipiastra. L’assorbanza è direttamente correlata al numero 
di cellule metabolicamente attive. 
 
 
2.4. Produzione dei ROS 
 
La produzione dei ROS è stata valutata tramite marcatore fluorescente 
ROS-sensibile, il CM-H2DCFDA (5-(e-6-)-clorometil-2’,7’-dicloro-
di-idro-fluorescina diacetato, acetil estere). Dopo il trattamento, le 
EPC sono state lavate con PBS e incubate con CM-H2DCFDA (10 
µM/well) per 30 minuti a temperatura ambiente e al buio. Le cellule 
poi sono state lavate con PBS e la produzione dei ROS in esse è stata 
determinate dalla misurazione dell’incremento di fluorescenza tramite 
un lettore multi piastra. La fluorescenza è stata misurata tramite 
eccitazione a 488 nm ed emissione a 510 nm. 
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2.5. Preparazione degli estratti di vinaccioli pre-
invaiatura, vinaccioli vendemmia e bucce. 
 
Gli estratti usati provengono da uve Sangiovese dell’area DOC di 
Montecucco. Dopo il campionamento, i vinaccioli e le bucce di 10 
acini sono stati separati dal loro mesocarpo e immersi in 25 mL di una 
soluzione tampone di estrazione nella quale vengono lasciati per 4 ore. 
Passate le 4 ore, i campioni sono stati omogeneizzati e centrifugati a 
3000 g per 10 minuti. Il surnatante è stato utilizzato per la 
determinazione dei polifenoli totali presenti. I polifenoli totali sono 
stati determinati tramite il metodo del Folin-Ciocalteau, misurando un 
aliquota di surnatante ad una lunghezza d’onda di 750 nm. La 
concentrazione è stata espressa come µg di catechina/L di surnatante 
riferendosi alla curva di calibrazione standard della catechina. Dopo 
l’analisi, i surnatanti di bucce e vinaccioli sono stati liofilizzati per 
ottenere gli estratti. 
 
 
2.6. Determinazione dei polifenoli totali contenuti in p-
GSE, r-GSE e SE. 
 
I polifenoli totali sono stati determinati con il saggio colorimetrico di 
Folin-Ciocalteau (metodo Singleton e Rossi,1965). Il saggio è basato 
sulla riduzione chimica del reagente Folin-Ciocalteau, una miscela di 
ossidi di molibdeno e tungsteno. I prodotti derivanti dalla riduzione 
dei suddetti metalli sviluppano una colorazione blu alla luce assorbita 
ad una lunghezza d’onda di 765 nm. L’intensità della luce assorbita a 
questa lunghezza d’onda è proporzionale alla concentrazione dei 
polifenoli presenti. 
A 20 µl di campione sono stati addizionati 1,58 ml di H2O seguiti da 
100 µl di reagente FC. La miscela è stata incubata per un massimo di 
8 min. a questo punto sono stati aggiunti 300 µl di una soluzione di 
sodio carbonato e la soluzione finale è stata lasciata in incubazione per 
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2 h a temperatura ambiente. La soluzione di sodio carbonato era stata 
precedentemente preparata con il seguente metodo: 200 g di carbonato 
di sodio anidro è stato dissolto in 800 ml di acqua e portato ad 
ebollizione; dopo raffreddamento sono stati aggiunti pochi cristalli di 
carbonato di sodio e lasciato riposare il tutto per 24 h a temperatura 
ambiente; in seguito la soluzione con i cristalli è stata filtrata con carta 
da filtro e portata ad un litro con acqua. 
Trascorse le 2 h di incubazione sono state misurate le assorbanze dei 
campioni a 765 nm. 
 
 
2.7.  Determinazione della capacità antiossidante di p-
GSE, r-GSE e SE. 
 
La capacità antiossidante è stata misurata con il metodo FRAP (Ferric 
Reducing Ability of Plasma); esso misura la capacità che hanno i 
polifenoli presenti in un campione di ridurre la tripiridiltriazina-ferrica 
(Fe
3+
-TPTZ) alla forma ferrosa che assorbe la luce a 594nm. 
Dapprima sono stati preparati i reagenti: tampone acetato 0.3 M a pH 
3.6, soluzione di TPTZ 10mmol/L (TPTZ solida sciolta in HCl 40 
mmol/L), soluzione di FeCl3 20 mmol/L (FeCl3 solido sciolto in H2O). 
E’ stato preparato poi il reagente completo con 25mL di tampone 
acetato, 2.5mL di TPTZ soluzione e 2.5mL di FeCl3 soluzione. A 
900µL di reagente FRAP sono stati aggiunti 50µL di campione. I 3 
campioni (soluzione di vinaccioli pre-invaiatura,di vinaccioli 
vendemmia e di bucce) sono stati preparati solubilizzando una 
quantità di estratto in tampone fosfato per avere una concentrazione di 
polifenoli di 0,5 mg/ml. L’assorbanza a 594nm è stata monitorata per 
4 minuti. All’ assorbanza finale a 4 minuti sono state sottratte le 
assorbanze del bianco e del campione (assorbanza del campione 
diluito senza reagente FRAP). Il risultato è stato comparato con la 
curva standard preparata usando differenti diluizioni di solfato ferroso 
(FeSO4) 3,9mg/L. 
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2.8. Determinazione quantitativa del resveratrolo in p-
GSE, r-GSE e SE.  
 
E’ stata preparata una soluzione stock di resveratrolo (99%) a 
concentrazione 0.4 µg/ml in una soluzione idroalcolica (acqua ed 
etanolo) al 12%. La soluzione stock è stata diluita nella stessa 
soluzione idroalcolica per avere un set di standard con concentrazioni 
di 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.5 µg/ml che sono stati protetti dalla luce e 
dall’ossidazione dell’aria. Le soluzioni campione sono state preparate 
sciogliendo gli estratti in tampone fosfato (pH 7.4) per una 
concentrazione di 1mg/ml di polifenoli totali. Sia gli standard che i 
campioni sono stati analizzati in HPLC in duplicato mediante 
cromatografo con rivelatore UV su una colonna C18 tipo 250 x 4.6 
mm con particelle di 5 µm. La fase mobile era costituita da 1L di 
soluzione composta da acqua/aceto nitrile/acido acetico in rapporto 
700/29.9/1 ml rispettivamente. La suddetta soluzione è stata filtrata 
con filtri di acetato di cellulosa (0.45µm) e messa in sonicazione per 
circa 20 minuti. Il flusso della fase mobile è stato fissato a 0.8ml/min. 
Il volume di iniezione era 30µl. La rivelazione è stata effettuata a 
310nm di lunghezza d’onda e il tempo di corsa è stato di 8 minuti. 
Tramite l’integrazione dell’area dei picchi è stata effettuata la 
quantificazione utilizzando come riferimento la retta di taratura 
costruita mediante le soluzioni standard di resveratrolo. 
 
 
2.9. Preparazione delle nanoparticelle 
 
A 10 ml di una soluzione dei derivati N
+
-rCh-50-SH oppure N
+
-rCh-
60-SH (2 mg/ml p/v in tampone fosfato pH 7.4, 0.13M, TF) sono state 
aggiunte aliquote di 50 µl di una soluzione di rHA (0.025 mg/ml in 
TF). Ad ogni aggiunta la dispersione veniva analizzata al light 
scattering, le aggiunte venivano interrotte quando si formavano NP di 
dimensioni comprese tra 270-370 nm. Il volume totale di rHA 
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aggiunto al polimero N
+
-rCh-50-SH era 1.1 ml, mentre quello 
aggiunto al polimero N
+
-rCh-60-SH era 0.7 ml. Le dispersioni di NP 
furono analizzate al light scattering ogni ora per 6 ore e dopo 24 ore 
dalla preparazione. Per l’incapsulamento degli estratti di vinaccioli 
100 µl di una soluzione di estratto 20 mg/ml sono stati aggiunti alla 
soluzione rHA che una volta gocciolata nella soluzione dei derivati 
N
+
-rCh-X-SH dava una concentrazione di estratto nella sospensione di 
0.2 mg/ml. Le dimensioni particellari delle NP cariche (GSE-NP) 
dall’analisi al light scattering non sono risultate diverse da quelle 
vuote e le dimensioni sono risultate stabili per 24h. Per il trattamento 
delle EPC le soluzioni di polimero sono state preparate fresche per 
evitare la prematura ossidazione dei gruppi SH. Inoltre le dispersioni 
di GSE-NP sono state diluite per avere una concentrazione di 
polifenoli totali di 2µg/ml. 
 
 
2.10. Efficienza di incapsulamento di p-GSE ed r-GSE 
nelle nanoparticelle. 
 
E’ stata effettuata dapprima la preparazione delle GSE-NP come 
descritto nel paragrafo 2.9. In seguito la dispersione nanoparticellare è 
stata centrifugata a 16000 rpm a 14 °C per 1 h (Virtis adVantage ES-
53) e il surnatante è stato analizzato con metodo FRAP (vd par 2.2…). 
L’efficienza di incapsulamento (EE = Entrapment Efficiency) è stata 
poi calcolata tramite la seguente equazione: 
        
       
dove Mt rappresenta la massa totale di GSE usata per la preparazione 
delle GSE-NP e Ms è la quantità di GSE trovata nel surnatante. 
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2.11. Incorporazione delle nanoparticelle cariche in 
cellule progenitrici endoteliali. 
 
Le p-GSE-NP2 e le r-GSE-NP2  sono state preparate come descritto 
nel paragrafo 2.9 utilizzando in questo caso il polimero N
+
-Ch-SH  
fluoresceinato con fluoresceina isotiocianato. Le EPC sono state 
quindi incubate con le nanoparticelle cariche per 3h e 12h al buio. Al 
termine la dispersione nano particellare è stata rimossa e le EPC sono 
state fissate con p-formaldeide al 3%. Dopo 10 min le cellule sono 
state lavate con PBS e i nuclei sono stati marcati con DAPI (1µg/ml). 
Dopo 10 min è stato fatto un ulteriore lavaggio con PBS. Le immagini 
sono state acquisite con un microscopio a fluorescenza. 
 
 
2.12. Trattamento delle cellule. 
 
Le cellule sono state incubate per 3 h con il trattamento in mezzo 
EBM2 privo di siero e stimoli. Al termine delle 3 h il trattamento è 
stato rimosso ed è stato effettuato un lavaggio con PBS. Le cellule 
sono state poi sottoposte a stress con H2O2 1 mM per 1 h. Una volta 
tolto lo stress è stato fatto un ulteriore lavaggio con PBS ed è stato 
effettuato il saggio di vitalità con WST-1.  
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CAPITOLO 3. 
 
RISULTATI 
 
 
3.1. Caratterizzazione di p-GSE, r-GSE e SE. 
 
L’analisi tramite il metodo del Folin-Ciocalteau ha mostrato una 
maggiore quantità di polifenoli totali in p-GSE (2346,17 mg/L) 
rispetto a r-GSE (1096,62 mg/L); le bucce (SE) hanno mostrato invece 
un contenuto di polifenoli totali intermedio pari a 2042,175 mg/L 
(Fig. 1A). 
La figura 1B mostra invece i risultati dell’analisi del potere 
antiossidante degli estratti. A parità di polifenoli la figura mostra 
come i p-GSE hanno la maggiore capacità antiossidante infatti sono in 
grado di ridurre 0,257 mg/ml di Fe
3+
-TPTZ alla forma ferrosa; gli r-
GSE hanno un buon potere antiossidante nonostante reagiscano il 14% 
in meno rispetto ai p-GSE. Infine le SE hanno mostrato poca 
reattività, infatti riescono a ridurre soltanto 0,147 mg/ml di Fe
3+
-TPTZ 
ed il loro potere antiossidante è il più basso, il 43% in meno rispetto ai 
p-GSE. 
La figura 1C mostra la quantità di resveratrolo presente negli estratti 
misurata mediante HPLC. La maggior quantità di resveratrolo per 
1mg/ml di polifenoli totali è stata riscontrata nelle bucce che ne 
contengono 0,11 µg/ml. Anche per quanto riguarda i vinaccioli sono 
state osservate delle differenze tra i p-GSE e gli r-GSE ed in 
particolare 0,006 µg/ml e 0,05 µg/ml di resveratrolo, rispettivamente.  
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Figura 1. Caratterizzazione degli estratti. (A) Concentrazione dei polifenoli 
totali determinata mediante il metodo di Folin-Ciocalteau, in liofilizzati di 
vinaccioli di pre-invaiatura (p-GSE), vinaccioli di vendemmia (r-GSE) e nelle 
bucce (SE) di uve San Giovese. (B) Determinazione della capacità 
antiossidante di 0.5 mg/ml di polifenoli totali di vinaccioli di pre-invaiatura 
(p-GSE), vinaccioli di vendemmia (r-GSE) e nelle bucce (SE) di uve San 
Giovese. (C) Determinazione del contenuto di resveratrolo in 1 mg/ml di 
polifenoli totali di vinaccioli di pre-invaiatura (p-GSE), vinaccioli di 
vendemmia (r-GSE) e nelle bucce (SE) di uve San Giovese, mediante HPLC.  
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3.2. Citotossicità di p-GSE, r-GSE e SE. 
 
La tossicità degli estratti sulle cellule è stata valutata tramite una curva 
dose-risposta. Le cellule sono state incubate per 3h con le seguenti 
concentrazioni di polifenoli totali di vinaccioli (p-GSE e r-GSE) e 
bucce (SE): 2-5-25-50-100-150 µg/ml. 
I risultati in figura 2, mostrano come ci sia una diretta proporzionalità 
tra dose e tossicità sia negli estratti di vinaccioli sia negli estratti delle 
bucce. In particolare, all’aumentare della concentrazione dei polifenoli 
totali degli estratti in esame, aumenta la tossicità. 
La dose che non è risultata tossica per tutti e tre gli estratti è pari a 
2µg/ml. Tale concentrazione è stata utilizzata per gli esperimenti 
successivi. 
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Figura 2: dose risposta degli estratti di vinaccioli e bucce. (A) risposta delle 
EPC pretrattate per 3h con diverse concentrazioni di polifenoli totali 2-5-25-
50-100-150 µg/ml di vinaccioli pre-invaiatura (p-GSE). (B) risposta delle EPC 
pretrattate per 3h con diverse concentrazioni di polifenoli totali di vinaccioli 
vendemmia (r-GSE). (C) risposta delle EPC pretrattate per 3h con diverse 
concentrazioni di bucce (SE). 
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3.3. Effetto protettivo di p-GSE, r-GSE e SE sulla vitalità 
delle EPC. 
 
Dapprima è stata determinata la citotossicità dell’H2O2 mediante il 
calcolo dell’IC50, per valutare la concentrazione di acqua ossigenata 
necessaria per ridurre la vitalità cellulare del 50%. In breve, le cellule 
sono state incubate per 1h con le seguenti concentrazioni di H2O2 
diluita in EBM2: 5 mM, 1 mM, 0,5 mM, 0,1 mM, 0,05 mM, ed è stato 
effettuato il saggio di vitalità cellulare mediante WST-1. La figura 3, 
mostra che la concentrazione necessaria per ridurre la vitalità cellulare 
del 50% è pari 1 mM. Tale concentrazione è stata utilizzata per gli 
esperimenti successivi. 
La figura 4, mostra l’effetto protettivo dei vinaccioli e delle bucce 
sulle EPC trattate con 1mM di H2O2 per 1h. I risultati hanno 
dimostrato che il pretrattamento di 3h con 2 µg/ml di polifenoli totali 
di p-GSE, ha un effetto protettivo rispetto alle cellule trattate con 
H2O2 (P<0.05 vs H2O2). Il pretrattamento con 2 µg/ml di polifenoli 
totali di r-GSE  non ha effetto protettivo rispetto alle cellule trattate 
con H2O2. Stesso risultato si osserva per gli SE, infatti il 
pretrattamento con 2 µg/ml di polifenoli totali di SE non ha avuto 
nessun effetto protettivo rispetto alle cellule trattate con H2O2. Poiché 
SE non ha effetto protettivo nei confronti dell’H2O2, per gli 
esperimenti successivi sono stati utilizzati solo gli estratti dei 
vinaccioli.  
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Figura 3. IC50 dell’H2O2. La vitalità cellulare è stata determinata mediante 
saggio WST-1. Le cellule sono state trattate con 0,05-0,1-0,5-1-5 mM di 
H2O2. 
 
 
Figura 4. (A) Vitalità di EPC pre-trattate con 2 µg/ml di polifenoli totali delle 
bucce (SE) per 3h e con 1 mM di H2O2 per 1h, valutata mediante saggio del 
WST-1, *p<0.05 vs Controllo (Ctr). (B) Vitalità di EPC pre-trattate con 2 
µg/ml di polifenoli totali di vinaccioli pre-invaiatura (p-GSE) e vendemmia 
(r-GSE) per 3h e con 1 mM di H2O2 per 1h, valutata mediante saggio del 
WST-1; *p<0.05 vs controllo, § p<0.05 vs H2O2. 
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3.4. Citotossicità delle nanoparticelle. 
 
I risultati in figura 5, mostrano che incubando le cellule con le 
nanoparticelle a base di N
+
-rCh-60-SH (NP1) o N
+
-rCh-50-SH (NP2), 
non si osserva tossicità cellulare sia per tempi brevi (3h), che per 
tempi lunghi (12h). È interessante notare come la vitalità delle EPC 
fosse migliorata dalla incubazione con NP2 già a 3h  e con NP1 a 12h 
rispetto alle cellule di controllo non trattate (P<0.01 e P<0.001 vs 
controllo, rispettivamente). 
Poiché NP2 migliora la vitalità cellulare già a 3h, abbiamo utilizzato 
questa nano particella per gli esperimenti successivi. 
 
 
3.5. Efficienza di incapsulamento di p-GSE e r-GSE in 
nanoparticelle. 
 
Dall’analisi del surnatante di p-GSE-NP2 e r-GSE-NP2 con metodo 
FRAP, è emerso che restano fuori dalle NP circa 0,15 mg di estratto. 
La massa iniziale di estratto nella dispersione nanoparticellare era di 2 
mg. Utilizzando la formula riportata nel paragrado 2.10 abbiamo 
calcolato che l’efficienza di incapsulamento di p-GSE e r-GSE in NP2 
è del 93% circa. 
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Figura 5.Citotossicità delle nanoparticelle. Le EPC sono state trattate con 
dispersion di nanoparticelle a base del polimero N+-rCh-60-SH (NP1) e del 
polimero N+-rCh-50-SH (NP2) per tempi differenti (3h e 12h). La vitalità è 
stata determinata tramite saggio WST-1. *p<0,01 vs controllo, **p<0,001 vs 
controllo. 
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3.6. Effetto protettivo di p-GSE e r-GSE incapsulati in 
NP2 sulla vitalità delle EPC. 
 
La figura 6 mostra l’effetto protettivo, a breve termine (3h), di 2 
µg/ml di polifenoli totali di vinaccioli pre-invaiatura e vendemmia 
incapsulati in NP2 (GSE-NP2) sulle EPC trattate con H2O2 (1 mM, 
1h). I risultati mostrano che il trattamento con H2O2 riduce 
significativamente la vitalità cellulare (p<0,05 vs controllo). Il 
pretrattamento delle cellule sia con p-GSE libero che con p-GSE-NP2 
mostra un effetto protettivo sulle cellule trattate con H2O2 (p<0,01 vs 
H2O2); inoltre il trattamento con p-GSE-NP2 risulta non citotossico 
per le cellule. È interessante notare che p-GSE-NP2 mostra una 
migliore protezione rispetto al p-GSE libero. 
Al contrario, il pretrattamento r-GSE libero non mostra alcun effetto 
protettivo nei confronti delle cellule trattate con H2O2 (p<0,001 vs 
H2O2), mentre r-GSE-NP2  protegge le EPC trattate con H2O2 (p<0,05 
vs H2O2) e non risulta essere citotossico. 
La figura 7 mostra l’effetto protettivo, a lungo termine (12h), di 2 
µg/ml di polifenoli totali di vinaccioli pre-invaiatura e vendemmia, 
incapsulati in NP2 (GSE-NP2), sulle EPC trattate con H2O2 (1 mM, 
1h). 
I risultati mostrano che il pretrattamento di 12h con p-GSE-NP2 ha un 
effetto protettivo nei confronti delle cellule trattate con H2O2 (p<0,01 
vs H2O2), mentre non si osserva alcun effetto protettivo da parte di p-
GSE libero (p<0,05 vs controllo). Inoltre, dopo 12h di incubazione p-
GSE-NP2, così come r-GSE-NP2, non risulta citotossico e migliora la 
vitalità cellulare (p<0,05 vs controllo). Il pretrattamento di 12h con 2 
µg/ml di polifenoli totali di r-GSE liberi non ha alcun effetto 
protettivo sulle cellule. Inoltre, il pretrattamento con r-GSE-NP2 non 
esercita un potere protettivo sulle cellule trattate con H2O2 (p<0,01 vs 
controllo).  
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Figura 6. Effetto protettivo a breve termine. Le EPC sono state pre-trattate 
per 3h con 2µg/ml di polifenoli totali di vinaccioli pre-invaiatura e 
vendemmia incapsulati in nanoparticelle a base di N+-rCh-50-SH (p-GSE-NP2 
e r-GSE-NP2), e trattate con 1 mM di H2O2 per 1h. *p<0.05 vs controllo 
(Ctr), § p<0.01 vs H2O2. 
 
 
Figura 7. Effetto protettivo a lungo termine. Le EPC sono state pre-trattate 
per 12h con 2µg/ml di polifenoli totali di vinaccioli pre-invaiatura e 
vendemmia incapsulati in nano particelle a base di N+-rCh-50-SH (p-GSE-
NP2 e r-GSE-NP2), e trattate con 1 mM  di H2O2 per 1h. *p<0.01 vs controllo 
(Ctr), **p<0.05  vs Ctr, § p<0.05 vs H2O2. 
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3.7. Effetto antiossidante di p-GSE e r-GSE incapsulati in 
NP2 sulla produzione intracellulare dei ROS. 
 
La figura 8, mostra l’effetto antiossidante del pretrattamento a 3h (A) 
e 12h (B), di p-GSE ed r-GSE incapsulati in NP2 sulle EPC trattate 
con H2O2 (1 mM, 1 h).  
I risultati in figura 8A mostrano che il pretrattamento con 2 µg/ml di 
polifenoli totali di p-GSE liberi provoca un leggero aumento dei ROS 
rispetto alle EPC non trattate ma diminuisce notevolmente la 
produzione dei ROS rispetto alle EPC trattate con H2O2 (p<0,05 vs 
H2O2). Nel pretrattamento con p-GSE-NP2 non si osserva produzione 
dei ROS sia rispetto alle EPC non trattate che rispetto alle EPC trattate 
con H2O2 (p<0,04 vs H2O2). Il pretrattamento con 2 µg/ml di 
polifenoli totali di r-GSE liberi provoca un aumento significativo dei 
ROS nei confronti delle EPC non trattate (p<0,05 vs controllo) per cui 
non si osserva effetto antiossidante. Al contrario il pre-trattamento con 
r-GSE-NP2 mostra effetto antiossidante in quanto si osserva 
significativa diminuzione dei ROS nei confronti delle EPC trattate con 
H2O2 (p<0,05 vs  H2O2).  
I risultati in figura 8B mostrano che il pre-trattamento con p-GSE 
liberi porta ad un aumento significativo della produzione dei ROS 
rispetto alle EPC non trattate (p<0,05 vs H2O2), non mostrano perciò 
alcun effetto antiossidante. Al contrario il pre-trattamento con p-GSE-
NP2 mostra un buon effetto antiossidante infatti si osserva una 
significativa riduzione dei ROS nei confronti delle EPC trattate con 
H2O2 (p<0,04 vs H2O2). Il pre-trattamento con r-GSE liberi non ha 
mostrato alcun effetto antiossidante infatti si ha un aumento 
significativo della produzione dei ROS nei confronti delle EPC non 
trattate (p<0,05 vs Ctr). Allo stesso modo i risultati mostrano che il 
pre-trattamento con r-GSE-NP2 non possiede alcun effetto 
antiossidante infatti si osserva un aumento significativo dei ROS nei 
confronti delle EPC trattate con H2O2 (p<0,05 vs H2O2). 
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Figura 8. Effetto antiossidante a breve e lungo termine. (A) Le EPC sono 
state pre-trattate per 3h con 2µg/ml di polifenoli totali di vinaccioli pre-
invaiatura (p-GSE) e vendemmia (r-GSE) incapsulati in nanoparticelle a base 
di N+-rCh-50-SH (NP2) e trattate con 1mM di H2O2 per 1h.*p<0,05 vs 
controllo, § p<0,05 vs H2O2. (B) Le EPC sono state trattate per 12h con 
2µg/ml di polifenoli totali di vinaccioli pre-invaiatura (p-GSE) e vendemmia 
(r-GSE) incapsulati in nanoparticelle a base di N+-rCh-50-SH (NP2) e trattate 
con 1mM di H2O2 per 1h.*p<0,05 vs controllo, § p<0,05 vs H2O2. 
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3.8. Incorporazione delle nanoparticelle cariche in cellule 
progenitrici endoteliali. 
 
La figura 9, mostra l’incorporazione delle NP2 caricate con p-GSE ed 
r-GSE. all’interno delle EPC pretrattate per 3h (breve termine) e 12h 
(lungo termine). 
Dopo 3h, si osserva che sia p-GSE-NP2 che r-GSE-NP2 entrano nelle 
cellule e ancora non hanno subito nessuna degradazione. Infatti, le 
nanoparticelle fluoresceinate (in verde), si osservano sia all’interno 
del citoplasma cellulare sia all’esterno delle cellule (piccole sfere 
verdi). 
Dopo 12h di incubazione, invece possiamo notare che le 
nanoparticelle sono state totalmente incorporate all’interno delle 
cellule; e all’interno della cellula la fluorescenza è più omogenea. 
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Figura 9. immagini rappresentative di EPC incubate per 3h e 12h con 
nanoparticelle (NP2) caricate con 2ug/ml di polifenoli totali di vinaccioli pre-
invaiatura (p-GSE) e vendemmia (r-GSE). 
 
 
Immagine rappresentativa di NP2 cariche all’interno delle cellule 
progenitrici endoteliali. In blu il nucleo, in verde le NP2 fluoresceinate. 
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CAPITOLO 4 
 
DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
In questo lavoro abbiamo dimostrato come i polifenoli totali dell’uva 
incapsulati in NP abbiano un effetto protettivo sulle EPC. 
L’importanza di queste cellule venne scoperta per la prima volta da 
Asahara e collaboratori i quali riuscirono a dimostrare come le EPC 
fossero coinvolte significativamente nella riparazione endoteliale. 
Esse infatti vengono mobilitate dal midollo osseo nei siti di attiva 
angiogenesi per contribuire alla neovascolarizzazione. È stato 
dimostrato che in caso di patologie cardiovascolari, ipertensione, 
diabete, stress ossidativo e vecchiaia il numero e la funzionalità delle 
EPC sono notevolmente ridotti tant’è che le patologie sopra elencate 
sono caratterizzate dalla presenza di una disfunzione endoteliale. È 
proprio in seguito a queste scoperte che abbiamo scelto di 
sperimentare delle strategie per aumentare il numero e la vitalità delle 
EPC. A questo proposito è già stata dimostrata l’efficacia del vino 
rosso. Il vino rosso, grazie alla presenza dei polifenoli,  ha una forte 
attività antiossidante sulle EPC ma il suo utilizzo a livello terapeutico 
è limitato dalla presenza dell’alcool etilico il quale aumenta i rischi 
cardiovascolari e sembra che concorra alla degradazione dei 
polifenoli. In questo lavoro abbiamo perciò utilizzato gli estratti di 
vinaccioli di pre-invaiatura e di vendemmia (p-GSE, r-GSE) ed estratti 
di bucce d’uva (SE). 
Tuttavia, gli estratti possiedono polifenoli differenti sia nella quantità 
che nella struttura chimica. L’analisi tramite il metodo del Folin-
Ciocalteau ha mostrato che i p-GSE possiedono una quantità più 
elevata di polifenoli totali (2346,17 mg/l) rispetto agli r-GSE (1096,62 
mg/l), infatti dal momento dell’invaiatura a quello della maturazione i 
vinaccioli si impoveriscono progressivamente in polifenoli. Nelle SE 
troviamo un buon contenuto di polifenoli totali (2042,17 mg/l), che in 
questo caso aumentano con il progredire della maturazione. Dal punto 
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di vista strutturale i p-GSE sono ricchi di tannini condensati 
(proantocianidine) mentre gli r-GSE presentano tannini più 
polimerizzati. La differenza nel grado di polimerizzazione influisce 
significativamente sulla reattività dei polifenoli. I risultati del metodo 
FRAP mostrano che a parità di polifenoli totali gli r-GSE hanno una 
reattività minore del 14% rispetto ai p-GSE; in figura 1B possiamo 
vedere come i p-GSE riducono 0,257 mg/ml di Fe
3+
-TPTZ alla forma 
ferrosa mentre gli r-GSE ne riducono 0,221 mg/ml. Questa dimostra 
come le grandi dimensioni molecolari vadano ad ostacolare la 
reattività dei polifenoli. Le SE invece, nonostante siano ricche sia in 
tannini che in antociani, hanno un potere antiossidante molto basso. 
Esse hanno una reattività minore del 43% rispetto ai p-GSE infatti 
riescono a ridurre soltanto 0,147 mg/ml di Fe
3+
-TPTZ alla forma 
ferrosa. La bassa reattività delle SE può essere dovuta al fatto che, 
durante la maturazione dell’uva, i tannini sono progressivamente 
inattivati. 
Dal momento che il fenolo più abbondante nel vino rosso è il 
resveratrolo e ad esso è stata attribuita la maggior parte dell’attività 
antiossidante, ne abbiamo valutato il contenuto nei nostri estratti. 
L’analisi all’HPLC ha mostrato che la quantità di resveratrolo in 1 
mg/ml di polifenoli totali di estratto è bassa. In particolare, i vinaccioli 
possiedono meno resveratrolo delle bucce, inoltre abbiamo osservato 
molta differenza anche tra p-GSE e r-GSE. I p-GSE contengono la 
minor quantità di resveratrolo, mentre gli r-GSE ne possiedono il 45% 
in meno rispetto agli SE. A questo punto è importante notare come 
nonostante le SE abbiano la maggior quantità di resveratrolo, esse 
abbiano mostrato il più basso potere antiossidante. Questo dimostra 
come non è tanto il resveratrolo ad avere un elevato effetto 
antiossidante ma l’insieme dei polifenoli totali presenti. È noto che i 
polifenoli dell’uva riescono a ridurre lo stress ossidativo in quanto 
sono potenti scavengers dei ROS. I loro benefici dipendono da vari 
fattori come la dose, la struttura chimica e la biodisponibilità. Da qui 
nasce la necessità di utilizzare un veicolo che migliori la 
biodisponibilità dei polifenoli, come le nanoparticelle.  
 43 
Prima di stabilire la dose efficace sulle EPC, abbiamo effettuato degli 
studi di tossicità sulle cellule. In seguito al saggio di vitalità su EPC 
pretrattate per 3h con 2-5-25-50-100-150 µg/ml di polifenoli totali di 
p-GSE, r-GSE e SE è emerso che l’unica concentrazione comune non 
tossica è 2 µg/ml. Dobbiamo specificare che sono in particolar modo i 
p-GSE ad essere citotossici a dosi superiori a 2 µg/ml. Gli r-GSE non 
mostrano tossicità fino a 5 µg/ml mentre le SE fino a 25 µg/ml di 
polifenoli. Dosi superiori a 25 µg/ml di polifenoli dei nostri estratti 
sono risultate dannose per le EPC.  
Per valutare l’effetto protettivo degli estratti liberi sulla vitalità delle 
EPC stressate con H2O2 è stata quindi utilizzata la dose  di 2 µg/ml di 
polifenoli totali per tutti e tre gli estratti. I risultati indicano che il 
pretrattamento di 3h con p-GSE liberi protegge la vitalità delle EPC 
stressate per 1h con H2O2 1 mM, a differenza di r-GSE ed SE. La 
motivazione va ricercata probabilmente nella diversa struttura 
molecolare dei polifenoli nei vari estratti. In p-GSE la procianidina B2 
è la proantocianidina che ha la più efficace potenza di intrappolamento 
dei radicali liberi per la posizione dei gruppi ossidrilici. Inoltre tra p-
GSE e r-GSE ci sono differenze nella dimensione molecolare. Gli r-
GSE contengono polifenoli con un maggior grado di polimerizzazione 
e quindi dimensioni molecolari più elevate; questo impedisce ai 
polifenoli di penetrare all’interno delle strutture proteiche per cui si ha 
una minore reattività. Stesso discorso può essere fatto per SE in 
quanto anche in esse i polifenoli hanno strutture molecolari più 
complesse; inoltre, come accennato sopra, nelle SE i polifenoli in 
parte vengono inattivati con la maturazione. Comunque è 
documentato che il consumo a lungo termine di GSE in generale ha 
benefici cardiovascolari in modelli animali, come riduzione delle 
trombosi e migliore flusso sanguigno. Per questo motivo e anche per il 
buon potere antiossidante emerso dal saggio FRAP, abbiamo deciso di 
continuare a valutare sia p-GSE che r-GSE negli esperimenti 
successivi.  
Nonostante i GSE abbiano molte proprietà terapautiche, essi 
presentano problemi di biodisponibilità in quanto vengono poco 
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assorbiti a livello intestinale. Inoltre con il passare del tempo i 
polifenoli si degradano, infatti dopo 3h cominciano ad ossidarsi 
perdendo il loro potere antiossidante. 
Per questo è stato importante utilizzare un sistema terapeutico capace 
di risolvere queste problematiche. Le NP sono potenzialmente un 
ottimo veicolo in quanto grazie alle loro caratteristiche fisico-
chimiche promuovono l’assorbimento intestinale. Queste 
caratteristiche tra cui dimensioni, mucoadesività, carica superficiale 
dipendono in parte dal materiale di base utilizzato per la formulazione. 
Il nostro polimero di base è l’ N+-rCh-SH, un derivato del chitosano. 
Abbiamo utilizzato questo tipo di derivato per varie ragioni. È ormai 
evidente l’abilità dei coniugati ammonici quaternari (N+-rCh) di 
promuovere la permeazione transepiteliale e transcellulare sia di 
molecole idrofobe che idrofile attraverso differenti epiteli. La 
tiolazione di N
+
-rCh, invece, ha funzione di inserire gruppi SH sul 
polimero in modo che durante la formazione delle NP si creino dei 
ponti di solfuro che vadano a stabilizzarle. In realtà i derivati N
+
-rCh-
SH sono due: N
+
-rCh-60-SH e N
+
-rCh-50-SH. La differenza è solo 
nella temperatura del bagno in cui vengono preparati gli N
+
-rCh. Il 
chitosano è considerato un polimero biocompatibile non tossico. La 
DL50 di chitosano in topi dopo somministrazione orale è di 16 g/kg di 
peso corporeo che è equivalente a zucchero o a sale domestico. Non 
sono stati riportati effetti collaterali fino a 4,5 g/die di chitosano per 
via orale. Sebbene il chitosano come tale non è considerato tossico, 
può non essere sicuro in seguito a modifiche chimiche. Inoltre le 
proprietà possono cambiare in seguito alla preparazione delle 
nanoparticelle in quanto la carica superficiale delle NP spesso decide 
il destino in vivo del sistema terapeutico (Chaudhury A. et al., 2011).  
Per queste motivazioni le NP sono state dapprima preparate vuote e 
sottoposte a studi di citotossicità. In generale è emerso che le NP non 
sono tossiche né a breve né a lungo termine. Si notano però delle 
differenze tra i due tipi di NP. Nelle EPC pre-trattate per 3h con NP2 
si osserva un significativo aumento della vitalità rispetto alle EPC non 
trattate e anche rispetto alle EPC pre-trattate per 3h con NP1. Nel pre-
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trattamento di 12h sia NP1 che NP2 non sono tossiche ed inoltre NP1 
migliora significativamente la vitalità cellulare. Visto che NP2 non 
risulta tossica in nessun caso e dopo solo 3h riesce a potenziare la 
vitalità cellulare, abbiamo deciso di utilizzarla come veicolo di p-GSE 
e r-GSE. Le NP cariche (p-GSE-NP2 e r-GSE-NP2) sono state quindi 
preparate come descritto nel paragrafo 2.2 e sono state verificate le 
loro dimensioni e la loro stabilità. Dall’analisi al light scattering si 
rileva che le dimensioni sono di circa 300 nm e tali dimensioni restano 
stabili per 24 h circa probabilmente grazie alla formazione dei ponti di 
solfuro tra i gruppi SH. Inoltre abbiamo calcolato l’efficienza di 
incapsulamento degli estratti con il metodo e la formula descritti nel 
paragrafo 2.2. Dall’analisi con metodo FRAP risulta che la quantità di 
polvere presente nel surnatante è circa 0,15 mg per entrambi gli 
estratti. Tenendo presente che la quantità di estratto presente 
inizialmente nella dispersione era di 2 mg abbiamo calcolato che 
l’efficienza di incapsulamento è del 93%. È importante precisare che 
le EPC sono state trattate con la dispersione nanoparticellare e non 
con le NP isolate che si sono formate, per cui anche la minima 
quantità di polvere che resta fuori dalle NP può interagire e avere il 
suo effetto sulle cellule. 
L’incapsulamento di p-GSE e r-GSE nelle NP2 ha dato dei buoni 
risultati sulla vitalità cellulare e sulla produzione dei ROS. Il saggio 
del WST-1 dopo 3h ha mostrato che il pre-trattamento con p-GSE 
liberi ha un effetto protettivo sulle EPC trattate con H2O2 ma il pre-
trattamento con p-GSE incapsulati in NP2 mostra una protezione più 
significativa nei confronti delle EPC trattate con H2O2 (Fig.6). Il 
saggio a breve termine della produzione intracellulare dei ROS mostra 
un risultato analogo. Il pre-trattamento con p-GSE liberi mostra 
un’attività antiossidante nei confronti di EPC trattate con H2O2 ma i p-
GSE incapsulati in NP2 mostrano un’attività maggiore. Infatti il pre-
trattamento con p-GSE-NP2 provoca una significativa riduzione della 
produzione dei ROS nei confronti delle EPC sottoposte a stress 
ossidativo (Fig.8A); addirittura possiamo notare che in questo caso la 
produzione dei ROS è minore di quella presente nelle cellule di 
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controllo. In definitiva per tempi brevi le NP2 riescono a potenziare 
l’attività protettiva e antiossidante dei polifenoli dei p-GSE sulle EPC. 
Per tempi lunghi, invece, le NP2 hanno un ruolo molto più importante. 
Il saggio del WST-1 dopo 12h mostra, infatti, che il pre-trattamento 
con p-GSE liberi non possiede alcun effetto protettivo sulla vitalità 
delle cellule trattate con H2O2; mentre il pre-trattamento con p-GSE 
incapsulati in NP2 riesce a proteggere significativamente la vitalità 
cellulare dallo stress ossidativo provocato dall’H2O2 (Fig.7). Anche 
l’attività antiossidante dei p-GSE viene mantenuta dal loro 
incapsulamento in NP2. Il saggio della produzione dei ROS ha 
dimostrato che dopo 12h ore si osserva attività antiossidante solo nel 
caso di pre-trattamento con p-GSE incapsulati in NP2 e non nel caso 
di pre-trattamento con p-GSE liberi (Fig.8B). è possibile ipotizzare 
che dopo 12h, i polifenoli presenti nei p-GSE siano andati incontro a 
degradazione ed è per questo che da soli non riescono a svolgere la 
loro funzione protettiva. Per cui, a lungo termine, l’incapsulamento di 
p-GSE all’interno delle NP2 è fondamentale per far sì che essi 
conservino ed esercitino la loro attività protettiva e antiossidante sulle 
EPC.  
Per gli r-GSE i risultati sono stati in parte differenti. Il saggio del 
WST-1 dopo 3h ha confermato il mancato effetto protettivo del pre-
trattamento con r-GSE liberi (cfr. Fig. 4); mentre il pre-trattamento 
con r-GSE incapsulati in NP2 ha mostrato un significativo effetto 
protettivo (Fig.6). I dati sono stati confermati dal saggio della 
produzione dei ROS. Infatti, il pre-trattamento con r-GSE liberi non 
ha alcun effetto antiossidante mentre il pre-trattamento con r-GSE-
NP2 ha mostrato una riduzione significativa dei ROS (Fig.8A). Per gli 
r-GSE quindi, è stato dimostrato che dopo 3h  la dispersione di NP2 
rappresenta un carrier perfetto a far sì che i polifenoli totali abbiano il 
loro effetto terapeutico sulle EPC. Lo studio a lungo termine degli r-
GSE incapsulati ha dato invece risultati inattesi. Infatti dopo 12h, le 
NP2 non riescono a conservare e/o potenziare l’azione protettiva dei 
polifenoli totali come accaduto per tempi brevi (Fig.7). Analogamente 
nel saggio della produzione dei ROS non si osserva attività 
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antiossidante né per gli r-GSE liberi né per gli r-GSE-NP2. Non si 
osserva infatti riduzione significativa dei ROS nel pre-trattamento con 
r-GSE incapsulati in NP2 nei confronti delle EPC trattate con H2O2 
(Fig.8B). In definitiva, possiamo confermare che le NP2 sono un 
ottimo veicolo per gli r-GSE soltanto per tempi brevi. Le ragioni di 
questo comportamento differente nei confronti di p-GSE e r-GSE non 
sono ancora chiare. È possibile che p-GSE-NP2 e r-GSE-NP2 
vengano incorporate in modo e quantità differenti all’interno delle 
EPC. Tramite microscopia a fluorescenza e tramite l’utilizzo delle 
stesse NP fluoresceinate, è stato possibile verificare se le p-GSE-NP2 
e r-GSE-NP2 siano incorporate o meno all’interno delle cellule o se 
rimangono legate alla membrana plasmatica. Le fotografie in figura 9 
mostrano che già dopo 3h le NP2 cariche riescono a penetrare 
all’interno delle cellule e non sono ancora state degradate. Dopo 12h 
invece si può notare che la quasi totalità delle NP2 è entrata nelle 
cellule ed è stata degradata probabilmente dagli enzimi ivi presenti 
(Fig.9). Presumibilmente, dopo un periodo di tempo compreso tra 3h e 
12h, le NP2 iniziano ad essere degradate e a rilasciare all’interno della 
cellula il proprio contenuto.  
In conclusione,  in questo lavoro è stato dimostrato che i polifenoli 
totali dei vinaccioli pre-invaiatura hanno un buon effetto antiossidante 
sulle EPC sottoposte a stress ossidativo. In particolare i risultati 
suggeriscono che le NP a base di N
+
-Ch-SH 50°C come veicolo dei p-
GSE sono un valido sistema terapeutico per proteggere le EPC dallo 
stress ossidativo e aumentare così la loro sopravvivenza. 
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